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研究成果の概要（和文）：水圏生態系における真核微生物と環境物質の多様性の形成・維持・崩
壊に関わる要因や関係性を包括的に理解するための手法開発を目的とし，環境サンプルの顕微
鏡観察，メタボローム解析，クロロフィル代謝物分析，メタゲノム解析を実施した。総合解析
の結果，生物相の時空間変動に伴って変動する有機成分の存在や，プロティストの捕食活性指
標となりうる代謝物質を特定した。また調査地から単離した培養株を用いて，未記載種や再考
が必要な分類群の系統分類学的研究を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Understanding the dynamics of establishment, maintenance and 
collapse of the diversity of eukaryotic microorganisms in aquatic ecosystems, and the 
interaction among those organisms and interrelation between the organisms and 
environmental organic matter, are important issues of aquatic microbial biology. To 
evaluate factors that determine these dynamics, we conducted analyses of metabolomics, 
metagenomics and chlorophyll derivatives, along with microscopic observations. We 
identified some organic matter whose quantities increased or decreased coupled with the 
spatio-temporal changes of the biome. We also found a metabolite that can be a new 
biomarker to detect the predatory activity of protists. Furthermore, algae and protists 
requiring taxonomic re-evaluation were examined using established cultures. 
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物の研究は、動物、植物、菌類のモ
デル生物を対象にして発展してきたが、微細
構造と分子系統研究から、真核生物多様性の
大部分は、藻類とプロティストが占めている
ことがわかってきた(e.g. Baldauf 2003)。これ
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らのいわゆる真核微生物は、現在でも多くが
未知の生物であり、分類、多様性、系統など
基礎的な情報が極端に不足している。これら
は、自然環境中で微生物食物連鎖(microbial 
food web)を介して緊密に相互作用し、地球生
態系の重要な要素として機能しているにも
かかわらず（e.g. Arndt et al.2000）、培養法の
確立など研究の遅れから、その生態の詳細は
ブラックボックスに包まれたままである。し
たがって、藻類とプロティストの多様性と生
態の解明が急務かつ不可欠である。一方で、
環境中でのプロティストの実態が未解明で
あるということは、藻類・プロティストが巨
大な未開拓バイオリソースであることを意
味している。世界に先駆けて藻類・プロティ
ストの多様性研究の基盤構築を行うことは、
後の有用資源開発に不可欠である。しかし，
藻類とプロティストの研究は、医学、農学、
水産学、基礎生物学で、隔離的に進められて
きた。この現状を打開するためには、プロテ
ィスト研究を新たな学問領域として再構築
することが不可欠である。その基盤を構築す
るために、藻類・プロティスト複合系の多様
性を様々な最先端技術を駆使して，包括的に
理解することが求められていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、光学顕微鏡レベルの形態、運動
などの記載、細胞微細構造、分子系統、環境
DNA 解析、メタボローム解析を総合的に組
み合わせ、微生物食物連鎖網の実態に迫るこ
とを目的とする。すなわち真核微生物をシス
テムとして認識し、総体として理解すること
に重点をおく。特に本研究では，時間と空間
という２つの変動軸，環境中の有機物質と生
物相の関連という観点から藻類・プロティス
トの多様性と生態構造を解明することを目
指すものである。またこのような包括的な解
析を進めて行く一方で，生物多様性の基本要
素である真核微生物の新種記載や分類学的
整理も行い，生物学の基盤となる情報の収集
にも努める。 
 
３．研究の方法 
（１）モデル空間でのプランクトンコミュニ
ティー解析 
環境中の微生物群集構造の変動とそれに伴
う様々な分子レベルでの環境メタボライト
の動態の理解は、環境中で多様な生物が織り
なす生態学的事象をマクロな視点を持ちつ
つ分子レベルで記述するのに必須の技術で
ある。そこで、まず東京湾の海水を出発サン
プルとした人工的閉鎖生態系を作成し、人工
海水の構成要素の変化に伴う微生物相と、メ
タボライトの動態を解析することを試みた。
リン酸塩濃度およびケイ酸塩の比率を変え
た 3 種類の人工海水で天然海水を希釈し、
25℃一定光条件下で 1 週間培養を行った。一
定間隔で採水を行い、それぞれのサンプルに
ついて DNA 抽出と変性剤濃度勾配電気泳動
法（DGGE）と 1H-NMR および 2D-HSQC 法
によって、それぞれ微生物集団構造とメタボ
ライトの変動の追跡を行った。 
（２）連続空間における環境変化がもたらす
生物多様性と生態構造への影響 
 河川上流から河口，さらには海に至るまで
の連続した水圏環境では，周囲の陸域環境の
影響をうけて，河川水内の環境物質が，連続
的に変化していく。これに対応するように，
環境水中の生物相も変化して行くことは古
くから知られている。しかし，このとき生物
相はどのような環境物質の変化に呼応して
いるのかはわかっていない。そこで，本研究
では，人的な影響を殆ど受けない西表島西部
のクイラ川をモデルとし、海水の遡上限界点
から、マングローブ林からの支流の合流点 2
カ所を経て深い内湾部へ、そして最終的に外
洋へ至るセンサスラインを設け、それに沿っ
て 9つのプロットを設定した。 
その上で、モデル空間におけるプランクトン
コミュニティー解析で用いた方法に基礎を
置きつつ、メタボロームの変動を捉えるNMR
解析については 2DJ解析法、微生物コミュニ
ティーの解析については 18S rRNA 配列 V4
領域の PCR法による網羅的取得を行い、得ら
れた rDNAを元にイルミナ社製MiSeqによっ
てシーケンス情報を得た。得られた配列は
OTUs のクラスタリングとアノテーションを
行い，サンプル別に各 OTUsの出現割合を計
算した。 
（３）時系列変化に伴う環境中有機物質と真
核微生物の相関解析 
東京湾沿岸１地点 2水深を調査地とし，環境
中物質と真核微生物がどのような相関で変
動するかを分析した。2010 年度は月１回
（2010年 3月〜2011年 3月），表層 1mと 3.5m
の 2 水深，2011 年度は夏期の赤潮形成期に，
連続して毎日あるいは数日間隔で表層 1m と
海底 50cm 上部（水深 5m 付近）の 2 水深で
採水を行った（2011年 6月〜2011年 10月）。 
①形態観察による生物量推定 
 グルタールアルデヒドおよび酸性ルゴー
ルで採水サンプルの固定を行い，倒立顕微鏡
を用いて，生物種ごとの細胞計数を行った。 
②環境メタボローム解析 
 採取した海水は，オムニポアフィルターで
濾過し，得られた濾液とフィルターを，重水
リン酸バッファーや重メタノールで成分抽
出し，1H-NMR分析を行った。 
③クロロフィル代謝物の検出 
 GF/F フィルターで濾過したフィルターを，
有機溶媒にて抽出し，HPLC分析を行った。 
④サンガー法による環境配列取得 
 2010年 5月-12月に東京湾沿岸より採取し
た 0.22 < x < 80 µmのフィルター濾過物は，
DNA抽出後，2組の 18S rDNAユニバーサル
プライマーを用いて約 1.6kbpを PCR増幅し，
TA クローニングした。このうち約 650bp を
約 2500クローンで解読し，BLAST検索後，
系統解析を実施した。 
⑤環境メタゲノム解析 
 2010年 4月から 2011年 3月までの 2水深
合計 24サンプルと，2011年 6月から 8月中
旬までの 24 サンプルは DNA 抽出後，18S 
rDNA の V4 領域約 500bp をユニバーサルプ
ライマーで PCR増幅し，454 GS Juniorを用い
てパイロシーケンスを行った。得られた配列
は OTUsのクラスタリングとアノテーション
を行い，サンプル別に各 OTUsの出現割合を
計算した。 
（４）細菌相の環境メタゲノム解析 
 （２）および（３）において、イルミナ社
のMiSeqを用いた解析パイプラインによって、
環境中における 16S rRNA の V4 領域の網羅
的解析を行った。これについては（２）（３）
の解析と同様にメタボロームとの相関解析
を実施した。 
（５）培養株の作出と利用 
①培養株の作出と系統分類学的研究 
 実験室に持ち帰った採水物は，藻類培地で
の予備培養を行った後，マイクロキャピラリ
ー法で細胞単離し，様々な藻類・プロティス
トの培養株作出を行った。また，藻食性プロ
ティストについては，同所から確立した藻類
培養株を餌として，2 員培養系での培養株作
出を試みた。得られた培養株は，光学顕微鏡
や電子顕微鏡による微細構造観察や 18S 
rDNAなどによる系統解析を実施した。 
②培養株の 1H-NMR分析 
 東京湾から分離した培養株のうち，赤潮形
成に関与する種を中心に選出した珪藻 2 族 2
種，ラフィド藻類１種，渦鞭毛藻類２属４種，
ユーグレナ藻１属 2種，プラシノ藻１種を用
いて，1H-NMR分析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）モデル空間でのプランクトンコミュニ
ティー解析 
 リン酸塩強化、珪酸塩強化、双方強化の 3
条件の実験区をそれぞれ 3回繰り返して実験
を行った。3 回の繰り返し実験においてはい
ずれも異なった微生物群が出現し、その差異
は栄養塩類条件による差異と同等であった。
すなわち、実験区毎に出現する微生物群の群
集構造は詳細に見た場合全て異なっていた。
しかしながら、いずれの実験区でも種は異な
るものの、最初に珪藻類がブルームを起こし、
その後群集構造が従属栄養性の原生生物と
シアノバクテリアへとシフトし、最終的に崩
壊するという経過は共通していた。 
 一方、メタボローム解析の結果は、異なる
微生物種がブルームするにもかかわらず、各
ブルームが起きるときと起きた後で非常に
似たパターンの経過を示し、微生物の種構造
に依らずブルームに伴う環境中の化合物群
の挙動には共通性が高いことが示された。特
に特徴的に見られるブルームに伴ったメタ
ボライトのシグナルはグルコースであり、光
合成生産に基づいた微生物群の相互作用が
支配的であることを示している。 
 本実験より、環境中では微生物の種構成が
異なっていても、同一ブルーム条件下におけ
る化学的環境はきわめて安定的かつ再現的
に推移する可能性が示された。 
（２）連続空間における環境変化がもたらす
生物多様性と生態構造への影響 
①得られた 18S rRNAの V4領域配列 444,881
リードは、合計 112 OTUsに分類された（分
類群レベルは解析ソフト QIIMEでの Level 4; 
概ね科に相等）。これら OTUの出現頻度変動
を OTU 毎に標準化を行った上でトランセク
トラインに沿って可視化すると、各地点にお
いて出現する OTU には共通性がほとんど見
られず、流下に伴って微細藻類および原生生
物の構成種は連続的に変化していくことが
明らかとなった。特に最上流部と外洋の貧栄
養とみられる水域では確認される OTU 数が
中流域から内湾の富栄養とみられる水域に
比べて有意に多い傾向が見られた。 
②一方で、メタボローム解析の結果は、途中
2 カ所のマングローブ林から流れ込む支流と
の合流点および合流点から 1ポイント下流に
おいて、それぞれ明らかな共通性を示した。
1H-NMRによる解析では分子に関する道程情
報がほとんど得られなかったため、さらにケ
ミカルシフトの値と J-coupling 値を用いて二
次元にシグナルを展開する 2D-J 法を用いた
解析を行ったところ、2 カ所の合流点至近ポ
イントにおいては、イソプレノイド系の化合
物に由来すると見られる骨格内に二重結合
を有する構造が共通して認められたのに対
し、合流点から 1ポイント下流のサンプリン
グ地点では、二重結合が少なく、また、末端
が水酸基へと変化した構造が多く認められ
たことから、マングローブ由来と考えられる
多くの有機化合物が本流の好気的微生物群
によって利用・改変されている可能性が強く
示唆された。ただ、前述の通りこの２つの合
流点において類似の反応を行う微生物群に
共通したプレイヤーは存在しないと考えら
れ、（１）で見られた「プレイヤーが異なっ
ていても、同じ ”フェーズ” の生態系ではよ
く似た環境化学的反応が進行する」という現
象が、全く異なる環境下で再現的に観測され
たことは非常に興味深い。 
（３）時系列変化に伴う環境中有機物質と真
核微生物の相関解析 
①細胞計数により，東京湾沿岸の藻類・プロ
ティスト相は，通常の沿岸海域と同様，珪
藻・渦鞭毛藻がその大半を占め，生物多様性
および生物数は夏期に顕著に増大した。特に
2010 年 5 月，2011 年 6 月から 7 月にラフィ
ド 藻 類 Heterosigma akashiwo や ， 珪 藻
Skeletonema spp.による赤潮が確認された。
2010年 9月から 10月にかけては生物量が激
減した。また形態観察による生物同定で，
2010年度の観察では，生物相が月ごとに大き
く変動すること，2011 年の赤潮形成期には，
数日間での生物相の劇的な入れ替りを確認
した。 
②1H-NMRによって得られた環境メタボロー
ムデータの主成分分析によれば，2010年度に
おける環境中の有機物は，年間を通じて組成
が大きく変わる一方で，同月あるいは隣接月
には，水深にかかわらず比較的類似した組成
となる傾向がみられた。また 2011 年の夏の
赤潮形成時期には，連続した数日といった短
期間でも，環境水を構成する有機物質組成が
激しく変動していることが明らかとなった。 
③本研究を通じて確立したプロティストと
藻類でクロロフィル代謝物分析を行ったと
ころ，プロティストと藻類の 2員培養でのみ
検出される 132, 173- cyclopheophorbide a enol
（cPPB-aE）を検出した。様々な情況証拠か
ら cPPB-aEは藻食性プロティストにおけるク
ロロフィル光毒性回避機構の一種であるこ
とが示唆された(Kashiyama et al.2012)。さらに，
東京湾沿岸の環境サンプルでもクロロフィ
ル代謝物の分析を行った結果， cPPB-aEは，
クロロフィル aに次ぐ代謝物で，冬期は夏期
よりも含有量が少ないことが明らかとなっ
た。これは cPPB-aEが，プロティストの捕食
活性を示すバイオマーカーとして有効であ
ることを示唆するものである。 
④サンガー法で取得した 2380 リードの環境
クローンは，東京湾での真核微生物相の約３
割ずつをストラメノパイル，アルベオラータ，
オピストコンタで等分していることを示し
た。またこの海域には，海産ストラノパイル
(MAST)-1, 3, 4, 6, 12やビリモナズ，ケルコゾ
ア生物などの多様な未記載系統群が存在す
ることを示した。 
⑤パイロシーケンスでは，東京湾沿岸 2010
年度サンプル 717,966 reads、2011年度サンプ
ル 356,327 reads を取得し，各採集月日での
OTUs の出現率を集計した。形態のみでは生
物量把握が困難であったプロティストでも，
その出現動態を把握することができた。なか
でも珪藻とケルコゾアの検出量が完全に同
調しており，さらにケルコゾアの出現パター
ンが，クロロフィル代謝物の cPPB-aE含有量
と同調していることも明らかとなった。この
ことから，東京湾沿岸における cPPB-aEの大
半は，ケルコゾア生物の珪藻補食によって産
出されていることが示唆された。  
（４）細菌相の環境メタゲノム解析 
 西表島のクイラ川の 16S rRNA配列から示
された群集構造の変動は、サンプリング地点
によってそれぞれ全く異なっており、18S 
rRNA の解析結果と同様の傾向を示した。し
かし、OTU構成の多様性に関しては、海洋で
の多様性は少なく、河川部の最上流域で特異
的に多様性が大きいという特徴が見られた。
OTU数で見て、河川部最上流部は他のサンプ
リング地点に比較して 10倍近くの OTU数が
観測された。本解析では 18S rRNAの解析同
様、科レベルで OTU を定義しており、河川
部最上流域での多様性の大きさは特筆に値
する。一方で、マングローブ林からの支流合
流点での多様性は非常に少なく、また前述の
ようにメタボライトについてみると合流点
間で非常に類似したメタボロームプロファ
イルを示すにもかかわらず、二地点間の 16S 
rRNAのOTUプロファイルに共通性は認めら
れなかった。すなわち、支流合流点における
環境生化学的反応の共通性は（２）で述べた
ような真核生物の集団構造における共通性
に起因するものではないという結論に加え
て、原核生物の集団構造の共通性に依るもの
でもないということが示され、（１）の結果
とも併せて考えると、環境中で起きる生化学
反応は、生物種よりもその場に存在するイン
プットや物理的環境要因によって規定され
るという興味深い可能性が示唆された。 
（５）各種培養株による分類学的研究 
①東京湾から得られた珪藻捕食性のプロテ
ィストについて 18S rDNAによる系統解析と
形態情報による生物同定を行ったところ，本
培養株がケルコゾアに属する未記載種であ
るとの結論を得た。また詳細な電子顕微鏡観
察も行い，鞭毛装置構造を復元し，ケルコゾ
ア生物の進化過程の解明に重要な形態学的
知見を取得できた。 
②培養株ごとの NMR 分析によって，生物固
有のケミカルシフトを得た。この解析データ
を，細胞数や環境メタゲノムによって推定さ
れた生物量や，MCR-ALS で解析した環境メ
タボロームデータと比較した。この結果，環
境メタボロームで検出されていた有機物質
成分の変化は，生物量の変動に伴う変化であ
ったことを強く支持する結果が得られた。 
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